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La potenciación de la respuesta inmuni-
taria por medio de la emulsión del antígeno 
o los antigenos con aceites minerales repre· 
senta una adquisición conocida desde hace 
tiempo, proced iendo de las observaciones 
de Freund y estud iada ulteriormente con 
mayor profund idad. 
El efecto adyuvante de los aceites mine-
rales se manifiesta de forma particular en 
los antígenos solubles de natu raleza protei-
ca y muy particularmente con los antígenos 
víricos, para los cua les el estado de emu l-
sión agua en aceite constituye un medio de 
potenciación muy ef icaz. Por esta razón, las 
pr incipales aplicac iones prácticas de los ad-
yuvantes oleosos se dan particularmente en 
el campo de los virus inactivados. 
Su acc ión se desarrolla preferentemente 
a nivel local en el mismo punto de inocu la-
ción del emulsionado. Los adyuvantes oleo-
sos actúan en cierta forma retardando la li-
beración del antigeno emulsionado, produ-
ciendo como consecuencia una ralentiza-
ción de su absorción. La lenta absorción, 
prolongando el t iempo de exposición del 
antígeno al sistema inmunocompetente, in-
duce una respuesta inmun itaria más fuerte 
y duradera. La reacción loca l producida por 
los adyuvantes oleosos se caracter iza por el 
f lujo de numerosas célu las mononuc leares 
-macrófagos, linfocitos y plasmocitos- y 
se traduce en un proceso inflamatorio local 
con formación de numerosos focos granulo-
matosos. A causa de los fenómenos que es-
tudiaremos, la reacción loca l se manifiesta 
con particular intensidad, pud iendo causar 
directa o ind irectamente trastornos en los 
animales vacunados y dando origen a bajos 
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rendimientos o a una dism inución de la ac-
t ividad productiva. 
Por esta razón, la elección del adyuvante 
oleoso debe representar un compromiso pa-
ra lograr una capacidad potenciadora de la 
respuesta inmunitaria y mantener unas bue-
nas caracter íst icas de tolerancia e inocui-
dad. 
Además del adyuvante, el otro elemento 
que determ ina la inmun idad y tolerancia es 
el antígeno. 
En las vacunas muertas, como es lógico, 
el antígeno vírico o bacteriano es in6cuo 
por los tratamientos inactivantes a que han . 
sido sometidos. Para que sean eficaces al 
mismo t iempo que se mata al virus o a las 
bacterias específicas se debe mantener 
intacto su poder ant igénico, eliminando al 
mismo tiempo los posibles gérmenes 
contam inantes que pueden intervenir en el 
embrión de po l lo o cultivos ut il izados para 
elaborar las vacunas aviares. 
El tercer elemento importante para la 
inocu idad y tolerancia de las vacunas muer-
tas lo constituyen los líqu idos embrionarios 
por lo que se ref iere a los antígenos vír icos 
y el resto de la base del cu It ivo, para los an-
tígenos bacterianos. La presencia en estas 
sustancias de productos heterogéneos que 
comúnmente f iguran en los medios de culti-
vo, a menudo a base de proteínas de alto 
peso molecular, puede const ituir una ulte-
rior causa de posibles reacciones post-vacu-
na les, tanto generales como locales. 
En síntesis, estos son a nuestro modo de 
ver los elementos fundamentales en que se 
basa la inocu idad y to lerancia de las vacu-
nas muertas: 
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-Adyuvantes oleosos. 
-Antigeno inactivado previamente culti -
vado. 
-Liquidos embr ionarios o cu ltivos sin té-
ticos en los cua les se mantuvieron respecti-
vamente los antigenos viricos o bacteria-
nos. 
Estudio del adyuvante oleoso 
Pru eba de inocuidad y tolerancia en po-
llitos SPF: 
Los investigadores franceses Desmettre y 
Chevrier han rea lizado una contribución en 
el campo de la tolerancia local e inocuidad 
de los adyuvantes oleosos. 
Por lo que se refiere a la to lerancia local, 
ha sido estudiada en cuatro grupos de polli -
tos SP F de 14 d (as, los cua les fueron inocu-
lados respectivamente con 0,5 mi. de: 
-Una emulsión t ipo agua en aceite (A) 
-Una emu lsión tipo aceite en agua (B) 
-Una vacuna v(rica en emulsión agua en 
aceite ( VA). 
-Una vacuna bacteriana en emulsión t i-
po aceite en agua (VBl. 
La inyección se efectuó por vía int ra -
muscu lar en el pecho en cuatro distintos 
puntos de inoculación, correspondiendo ca-
da uno a cada uno de los cuatro productos 
inocu lados. Las cuatro emulsiones se inocu-
laron en cada grupo por rotación en diver-
sos puntos del músculo pectoral. 
Los poliOS se sacrificaron a los 2, 5, 14 Y 
28 d ias después de la inoculación de los 
4 productos, realizándose la necropsia de 
las masas muscu lares inocu ladas y su ulte-
rior estud io histológ ico. 
Resultados de las pruebas de tolerancia 
local 
Al estudiar las zonas de inoculación con 
cada uno de los cuatro productos se apre-
ciaron ligeras lesiones de carácter congesti-
vo y hemorrágico hasta el 140 día post-
inoculación. Comparativamente, las lesio-
nes aparecieron ligeramente más marcadas 
en el grupo de pollitos inocu lados con la va-
cuna bacteriana e histológicamente se apre-
ciaron 2 tipos de lesiones: 
-Unas agudas con congestión, ligeras he-
morragias, exudación interst icial y algo de 
necropsis de las f ibras musculares superf i-
ciales. 
-Otras sub-agudas, caracterizadas por in-
fi ltrac ión difusa con focos de cé lulas mono-
nucleares (h istiocitos, linfocitos y cé lu las 
gigantes) . 
Este criterio de clasi f icación de las lesio-
nes ha consistido en va lorar la ent idad y la 
evo lución de las mismas según el grado de 
tolerancia loca l de cada uno de los cuatro 
productos inocu lados. En base a estos crite-
rios de va loración, ya al segundo día des-
pués de la inocu lación es posib le apreciar, 
tanto en los pol los inyectados con la emul-
sión agua en aceite como con la vacuna vír i-
ca y especia lmente con los productos a base 
de la emulsión ace ite en agua o con vacuna 
bacteriana, una fuerte in f la mación loca l 
-tabla 1-. Las les iones agudas observadas 
al segundo día después de la inoculación 
tienden a reduc irse ráp idamente; al 5. 0 dla 
las lesiones son muy moderadas o poco ex-
tend idas, muy reducidas al 14. 0 dia y total-
mente ext ingu idas al 28. 0 
Otro elemento fundamenta l de la acción 
loca l producida por el adyuvante oleoso lo 
constituye la lesi ón sub-aguda que se pro-
duce y que se caracter iza por una in f iltra-
ción de célu las mononucleadas. Las lesiones 
sub-agudas persisten hasta el 28.0 día des-
pués de la inoculación, independientemente 
del· t ipo de vacuna y del t ipo de emu lsión 
adoptada. 
Las lesiones loca les resultan muy sim i la -
res, tanto en los prop ios pollos tratados con 
adyuvante só lo, corno en los tratados con 
éste más el antígeno vlrico o bacteriano. 
El estud io de la tolerancia local de los 
adyuvantes oleosos y de las em ulsiones va-
cunantes fue realizado por Desmettre y 
Chevr ier con un estud io sobre su inocuidad 
en un sent ido genera l. Esta fue valorada en 
base a los indicios de crecim iento ponderal 
de pollitas y pollos de carne, a los que se 
inocu laron los productos a los 7 y 28 d las 
de edad por v la intramuscular, respect iva-
mente con 0,2 y 0,5 m 1. de vacuna de New-
castle inact ivada y emu lsionada, en tanto 
que otros fueron vacunados a las mismas 
edades con 0,2 y 0,5 mi. de Ur.la bacterina 
de Escherichia coli emulsionada en acei te-
agua. Durante la experimentación, los cua-
tro grupos de an imales vacunados, junto 
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T ab la 1. Tipo de lesiones aparecidas. 
lesiones 
A 2 dfas post-inoculación: 
Emul sión A 
Emu lsión B 
Vacuna vír ica VA 
Vacuna bacter iana V B 
A 5 d(as post-inoculación: 
Emul sión A 
Emu lsión B 
Vacuna vlrica VA 
Vacuna bacter iana V B 
A 14 dfas post-inoculación: 
Emul sión A 
Emul sión B 
Vacuna vírica VA 
Vacu na v{rica V B 
A 28 dfas post-inoculación: 
Emul sión A 
Emulsión B 
Vacuna vírica VA 
Vacuna v(rica V B 
O Ausencia de lesiones . 
• Lesión discreta . 
•• Lesión poco extendida . 
••• Lesión bastante extendida . 

















con controles no inyectados, se mantuvie-
ron en suelo de tierra durante los primeros 
7 d las de edad y en baterla de 7 a 28 días y 
en jaulas individuales desde 28 a 56 días. 
Todos los animales fueron alimentados con 
piensos corrientes, pesándose individual-
mente para establecer la curva de desarrollo 
ponderal de los vacunados en comparación 
con los controles no vacunados. 
Resultados de las pruebas de inocuidad 
general 
El comportam iento de los animales vacu-
nados resultó homogéneo y del todo com-
parable a los del grupo control. No se evi-
denció ninguna interacción en base a la ra-
za, sexo o tipo de vacuna, sin exist ir dife-
rencias significat ivas -figuras 1 y 2. 
De los resultados obtenidos en el cu rso 
Exudado Infiltración de cé lulas Necros is de las 
mononucleares fibra s mu seu lares 
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de la experimentación por los investigado-
res franceses, se deducen dos indicaciones: 
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Dias de edad 
Figura 1. Crecimiento de las pollitas para puesta ttas su 
vacunación a 7 d i¡:;s y revacunación a los 28 con una vacu -
na bacteriana con emu lsión aceite en agua (- vacunadas, 
----- cont rol). 









Dias de edad 
Figura 2. Crecimiento de 105 pollos para carne tras su va-
cunación a los 7 dias y revacunación a los 28 con una va-
cuna viva con emulsión agua en aceite (- vacunados , 
_ .. - control). 
las vacunas emu lsionadas en adyuvante 
oleoso pueden ser valoradas por examen 
anatomopato lógico de las lesiones en el 
punto de inoculación y valoración de las ta-
sas de crecimiento de los pollos vacunados 
frente a testigos. 
-Los estudios de to lerancia local de los 
adyuvantes oleosos señalan la inocuidad de 
éstos, tanto adicionados con antigenos vlri-
cos como bacter ianos. 
Estudio de la tolerancia local y general 
de una vacuna monovalente contra la 
pseudo-peste aviar, de una bivalente 
(pseudo-peste+ EDS 76) y una trivalente 
(pseudo-peste + EDS 76 + Gumboro) 
Sobre la base de los criterios adoptados 
por los autores franceses para valorar la ino-
cuidad de las vacunas oleosas, se realizaron 
en el laboratorio pruebas de tolerancia local 
y genera l de vacunas usadas ampl iamente 
en la práctica e inclu Idas corrientemente en 
los programas de vacunac ión; se estud iaron 
tres vacunas, una monovalente contra la 
pseudopeste, una bivalente contra la pseudo-
peste más EDS 76 y una trivalente contra la 
pseudopeste, EDS 76 y Gumboro. 
Estas vacunas se prepararon con la m is-
ma cantidad de adyuvante y por lo que se 
refiere a la pseudopeste y adenovirus EDS 
76 con la misma cantidad de antigeno. La 
prueba se efectuó empleando para cada una 
de las tres vacunas estudiadas 2 distintas 
suspensiones de antigenos, el primero con 
virus normalmente cu ltivado en huevos em-
brionados, centrifugado e inactivado con 
betapropiolactona y emu lsionado en un ad-
yuvante oleoso, y la segunda en suspensión 
con el mismo antigeno, pero que antes de 
emu lsionarse se sometió previamente a una 
fi ltración molecular o tangencial con el fin 
de obtener una suspensión de antigeno con -
centrado y purificado. 
Técnica de ultrafiltración molecular para la 
concentración y purificación de los 
ant(genos 
Antes de examinar los detalles y resu lta-
dos de estas pruebas desearlamos ilustrar 
brevemente las ventajas de la ultraf iltración 
molecular, procedimiento moderno rec ien-
temente introduc ido en el ciclo de produc-
ción de los antigenos vlricos y bacterianos, 
bien sea en el campo humano o veter inario . 
La ultrafiltración molecular es un proce-
dimiento que permite por una parte con-
centrar los antlgenos hasta 10-50 veces el 
volumen inicia l, y por otra, eliminar o me-
jor aún reducir notab lemente las sustancias 
heterogéneas y las impurezas presentes en 
lOS Ilquidos embrionar ios o los medios de 
cultivo en el cua l se desarrollaron los antl-
gen os. Las ventajas que ello comporta son 
dob les: 
- Concentrar en un mlnimo vo lumen 
gran cantidad de antigeno, por lo que se 
hace fact ible la preparación de vacunas 
polivalentes que contengan comb inacio-
nes múltiples, manteniendo inalterada la 
dosis de inoculación. 
- Eliminar o por lo menos reducir fuer-
temente las sustancias extrañas e impure-
zas contenidas en las suspensiones bacte-
rianas o vír icas, obteniendo el antigeno 
con un alto grado de pureza. El porcen-
taje de impurezas solub les que se elim i-
nan med iante fi ltración tangencial, -cal-
culada en nuestros laboratori os sobre di-
versos lotes de antigeno inactivado de 
Newcastle, adenovirus EDS 76 y vi rus 
inactivado de la enfermedad de Gumbo-
ro- dió el resultado med io del 75 por 
ciento menos, por reducción de las impu-
rezas conten idas inic ialmente en la sus-
pensión ant igénica. 
En pocos años, el Instituto de Selección Animal se ha convertido en una de 
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Resultado de las pruebas de tolerancia 
local y general con vacunas normales y 
con vacunas purificadas 
Después de estas breves consideraciones 
sobre la ultrafiltración molecular, veamos 
los deta Iles de las pruebas efectuadas con 
las tres vacunas antes mencionadas. De ca-
da una de ellas se prepararon 2 tipos de va-
cunas: una con antígeno normal y la otra 
con antigeno concentrado y purificado . 
Cada una de las 3 vacunas experimentadas 
fue inocu lada a po Ilos de 21 días de edad, 
parte de la dosis vía cutánea en el cuello y 
parte por via intramuscu lar en el pecho. 
Hasta el 21 0 día después de las vacunacio-
nes todos los animales se sometieron diaria-
mente a un cuidadoso examen del punto de 
inoculación y a la inspección de su estado 
genera l; esto último se valoró mediante ins-
pección diaria de·las condiciones generales 
y del consumo de pienso administrado dia-
riamente ad /ibitum a todos los grupos y su-
cesivamente mediante valoración compara-
tiva de los incrementos ponderales y de los 
índices de transformación entre los lotes 
vacunados y los controles, incorporándose 
entre los grupos un adyuvante incompleto 
de Freund, tipo agua en aceite. Los resulta-
dos figuran en las tablas 2 y 3, siendo las 
conclusiones de la prueba las siguientes: 
-Todos los pollos vacunados con antíge-
no normal manifestaron rea cciones loca les 
de leve intensidad y duración t ransitoria , 
con incidencia minima en el grupo de po-
l ios tratados con vacuna monovalente y una 
incidencia máxima del 20% en los pollos va-
cunados con la trivalente . La frecuencia e 
intensidad de las reacciones, aunque se ob-
servaran en un bajo porcentaje de animales, 
tendieron a aumentar en los grupos trata -
dos con vacunas que canten ian más de un 
antígeno. 
-En relación a los lotes de pollos trata-
dos con antigenos normales, ninguno de los 
inocu lados con ant igenos concentrados y 
puri ficados presentaron reacciones locales 
en el punto de inyección. Estos resu Itados 
confirman por lo tanto la importancia del 
uso de antígenos purificados. El objetivo de 
la purifi cación consiste en eliminar de entre 
los componentes todas aquellas impurezas 
contenidas en las suspensiones antigénicas, 
que probablemente son la base de las reac-
ciones locales indeseables, que en ocasiones 
se observan después de la vacunac ión con 
vacunas de varios antigenos no sometidos a 
puri ficac ión. 
No parece que se deducen diferencias sig-
nificativas en lo que concierne a la intensi -
dad y frecuencia de las reacc iones locales 
entre los grupos tratados vía subcutánea y 
Tabla 2. Estudio de la reacción local en pollitos vacunados con una vacuna monovalente contra New-
eastle -NO-, bivalente, contra NO +- EOS 76, V trivalente contra NO +- EOS 76 +- Gumboro - GO-. 
Cada lote era de 30 pollitos. 
L ote Vacunas 
1 ND 
2 ND 
3 ND +- EDS 
4 ND +- EDS 
5 ND + EDS.t GD 
6 ND t- EDS +- GD 
7 Adyuvante 
8 Adyuvante 
O ninguna reacción 
• Ligera reacción transitoria 














Reacción local Reacción local 
vacuna nor mal va cun a p ur ificada 
• •• O • •• 
3 O 30 O O 
2 O 30 O O 
4 O 30 O O 
2 1 30 O O 
4 2 30 O O 
4 1 29 1 O 
O O 
O O -
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Tabla 3. Pruebas comparativas de inocuidad entre la vacuna monovalente- ND-,bivalente - ND+EDS- y 
triva/ente - NO + EDS + G-+,purificada, ¡nactivada y emulsionada en adyuvante oleoso. Cada lote era de 
30 pollitos. 
Al vacunar: A las 3 semanas post-vacunación: 
via de Lot. Vacunas 
aplicación Indlce Peso medio, Indlce Peso medio, g . 
conversión ,. oonverslón 
1 ND se 382 1,425 1.079 1,890 
2 ND im '317 1,435 1.091 1,870 
3 ND + EDS se 365 1,440 1.087 1,930 
4 ND + EDS im '319 1,430 1.080 1,950 
5 ND + EDS+GD se 371 1,418 1.090 1,820 
6 ND + EDS+ GD im 386 1,418 1.095 1,840 
7 adyuvante se 369 1,412 1.086 1,860 
8 adyuvante im 380 1,410 1.077 1,840 
9 - - 370 1,433 1,092 1,880 
NO enfermedad de Newcast le. 
EDS EDS 76 
GO Enfermedad de Gumboro 
se subcutanea 
1m Int ramuscular 
los inyectados por v(a intramuscular. Nin-
guno de los pollos de los lotes control ino-
culados con el adyuvante de Freund incom-
pleto presentó alteración alguna, lo cual 
confirma que las reacciones loca les anorma-
les procedieron por la presencia junto al an-
t(geno de sustancias heterogéneas e impure-
zas. 
- Los resultados obtenidos ponen en evi-
dencia que ninguna de las tres vacunas ino-
culadas ni el adyuvante incompleto de 
Freund sólo produjeron va riaciones sensi-
bles en los aumentos de peso vivo de los po-
lios. 
Estudio de la respuesta inmunitaria 
Otro estudio importante realizado con 
los 3 tipos de vacu nas fue averiguar la res-
puesta inmunitaria -tabla 4-. Del citado 
examen de titulación de anticuerpos se de-
duce que a las tres semanas después de la 
vacunación no hubo diferencias significati-
vas entre las respuestas inmunitarias de las 
vacunas con antigenos normales y vacunas 
con ant(genos purificados. 
Las medias geométri cas de los titulas de 
anticuerpos hallados entre distintos grupos 
vacu nados con vacu na monova lente -ND-, 
bivalente -ND + EDS 76- y trivalente 
-ND + EDS 76 + GD- no dieron var iacio-
nes significat ivas. 
Para ND dió de 7,3 a 7,2 -vacuna nor-
mal- y 7,2 - 7,0 -vacuna purificada-, 
mientras que en las vacunas bivalentes el ti-
tulo I H contra Newcastle fue respectiva-
mente de 7,3 a 7.4 y de 8,3 a 8,5 para va-
cunas normales y de 7,1 - 7,3 y 8,5 - 8,2 pa-
ra las purificadas. En los lotes inyectados 
con vacunas tr ivalentes normales las medias 
de los titulas IH para la ND y EDS 76 fue-
ron ligeramente inferiores sobre los lotes 
anteriores -7,0 - 6) para ND, y 8,2 - 8,0 
para EDS 76- siendo la media de los titu-
las anti-Gumboro 4,8-4,6, los cua les fueron 
ligeramente inferiores a las de los vacuna-
dos con preparados monova lentes o biva-
lentes. Estos datos, en resumen, vienen a 
demostrar una superponibilidad y afinidad 
en las respuestas inmunitarias, con altas ta-
sas de anticuerpos, ante los antigenos sim-
ples -tanto normales como purificados-
suministrados por vla subcutánea o intra-
muscu lar. 
El descenso de los niveles de anticuerpos, 
aún manteniéndose en todos los grupos por 
encima de la mlnima protección, parece 
acentuarse en razón del número de antige-
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Tab la 4. Respuesta inmunitaria en pollos vacunados con vacunas monovalente - ND-pivalen te -ND+ 
EDS+GD -J inactivadas y emulsionadas en adyuvante oleoso. Cada lote era de 30 poI/os. 
Via de Titulas de anticuerpos con Titulas d e anticuerpos con 
Lote Vacuna apll- vacuna nor mal (*) vacuna purificada 
cacl6n IH (N O) IH (EDS) AGP (GOl IH (NO) IH (EDS) AGP (GO) 
1 NO se 7) - - 7;2 - -
2 NO im 7;2 - - 7,0 - -
3 NO + EDS se 7,3 8,3 - 7,1 8,5 -
4 NO + ED S im 7,1 8,5 - 6,9 8,2 -
5 NO + EOS + GO se 7,0 8;2 4,8 6,8 8,2 4,6 
6 NO + EOS + GO im 6,7 8,0 4,6 6,7 7,9 4,7 
7 ad yuvante se O O O - - -
8 ad yuva nte im O O O - - -
( *) M edIas geometri cas de los titulas ind iv id uales expresados en log2 
IH inhibición de la hemaglutl nación. 
AGP anticuerpos agar gel precipitación. 
sc subcutánea 
1m Int ramuscu lar 
nos contenidos en una vacuna; de hecho, en 
la vacuna trivalente se manifiesta con evi-
dencia un fenómeno de interferencia . 
En la práctica este fenómeno de recípro-
ca competencia entre los antígenos inacti-
vados asociados no representa un factor li-
mitante del empleo de las vacunas muertas 
polivalentes, que deben ser tenidas en con-
sideración especialmente por razones prác-
ticas. En sim ilares circunstancias, una ma-
yor depresión de la respuesta inmunitaria 
ante diversos antígenos corre el riesgo de 
causar reacciones loca les indeseadas, espe-
cialmente cuando en las vacunas víricas po-
livalentes se incluyen antigenos bacteria-
nos. 
Estud io de la tolerancia local de las 
vacunas mixtas con ant ígenos víricos 
y bacterianos asociados 
Se efectuó una posterior investigación 
sobre la to lerancia de las vacunas en emu l-
s,ión oleosa a base de vacunas mixtas 
Tab la 5 . Estudio de la tolerancia local en pollos vacunados con virus vacunante monovalente-ND-,biva-
lente - ND+EDS- V trivalente (- ND+EDS+GD-), asociados a un antigeno bacteriano de H, paraga llina-
rum - HP-. Cada lote era de 30 pollos. 
Lote Vacunas 
1 NO 
2 NO + HP 
3 NO + EOS 
4 NO + EOS t- HP; 
5 NO + EOS + GO 
6 NO + EDS + G + HP 
7 HP 
O nI ngu na reacción 
• reacción ligera 










( * ) Reacción en el mismo l ugar de la primera vacunación. 
2.a vacuna 
•• O • •• 
O 30 O O 
O 25 2 3" 
O 30 O O 
1 24 2 4" 
O 30 O O 
O 24 3 3* 
1 24 2 4* 
(Continua en página 367) 
